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Verfahren und Vorrichtung zur verbesserten Reinigung einer an 
paramagnetische Mikropartikel gebundenen Substanz 

Die Erf indung betrif f t ein Verfahren zur verbesserten Reini- 
5 gung einer an paramagnetische Mikropartikel gebundenen Sub- 
stanz und eine zur Durchfiihrung des Verfahrens geeignete Vor- 
richtung. 

Magnetische Mikropartikel werden vor allem in diagnostischen 

•und analytischen Verfahren eingesetzt. Sie weisen eine im 
Verhaltnis zu ihrer Masse groSe Oberflache auf , an der nach- 
zuweisende Analyte iiber eine Beschichtung spezifisch gebunden 
werden konnen. Die Mikropartikel konnen mit Hilfe eines Ma- 
gnetfelds reversibel immobilisiert werden. Nicht gebundene 
15 Stoffe konnen dann zusammen mit der diese Stoffe enthaltenden 
Flussigkeit von den Mikropartikeln abgesondert werden. Die 
Mikropartikel konnen danach in einer Waschf lussigkeit gewa- 
schen und spezifisch gebundene Stoffe mit einer Elutionsf lus- 
sigkeit eluiert werden. Ein beim Absondern auftretender Fliis- 
20 sigkeitsstrom kann bewirken, dass ein Teil der magnetisch im- 
mobilisierten Mikropartikel suspendiert und mitgeschwemmt 

• wird. Das fiihrt zu einem Verlust der gebundenen Analyte. Beim 
Eluieren mitgeschwemmten Mikropartikel konnen wegen ihres Ei- 
sengehalts eine nachfolgende Reaktion, wie z. B. eine Polyme- 
25 rase-Kettenreaktion (PCR) , storen. Weiterhin konnen durch die 
mitgeschwemmten Mikropartikel Detektionsverf ahren gestort 
werden, die auf optischen Eigenschaf ten beruhen, weil die Mi- 
kropartikel Licht streueh und absorbieren konnen und weil sie 
eine Fluoreszenz auf weisen konnen. Dariiber hinaus konnen 
30 elektrochemische Detektionsverf ahren beeinflusst werden, 

z. B. weil das in den Mikropartikeln enthaltende Eisen dabei 
reduziert werden kann. Durch die mitgeschwemmten Mikroparti- 
kel kann die Empf indlichkeit des diagnostischen oder analyti- 
schen Verfahrens verringert werden. 
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Bei medizinischen Anwendungen des gereinigten Stoffs konnen 
mitgeschwemmte Mikropartikel immunogen wirken oder eine 
Thrombenbildung induzieren. Ein wei teres bei medizinischen 
Anwendungen auftretendes Problem besteht darin, dass die Mi- 
kropartikel Filter zusetzen konnen, die beispielsweise zum 
Sterilfiltrieren von zu verabreichenden Losungen eingesetzt 
werden. Nachteilig ist auch, dass die Mikropartikel den ge- 
reinigten Stof f wieder binden und dadurch die zur Verfiigung' 
stehende Menge dieses Stoffs verringem konnen. 

Aus der US 4,910,148 ist eine Vorrichtung zum Absondem ma- 
gnetisierter Partikel aus biologischen Fliissigkeiten, in de- 
nen die magnet isier ten Partikel suspendiert sind, bekannt. 
Die Vorrichtung enthalt eine magnetische Platte mit einer 
Vielzahl von Permanentmagneten. Zum Absondem der magneti- 
sierten Partikel wird die biologische Fliissigkeit mit den 
darin suspendierten magnetisierten Partikeln in einem Behal- 
ter ttber der Platte bewegt. Wahrend die magnetisierten Parti- 
kel durch die magnetische Platte zuriickgehalten werden, wird 
die biologische Fliissigkeit abgesaugt. 

Aus der EP 0 237 549 Bl ist ein Abscheidegerat zum Abtrennen 
magnetischer Partikel aus einem fliissigen Medium bekannt. Das 
Abscheidegerat enthalt einen Abscheider mit einer Stromungs- 
kammer mit einem Eingang und einem Ausgang fur das fliissige 
Medium sowie ein Magnetisierungsmittel . Je nach Stellung der 
Stromungskammer im Verhaltnis zum Magnetisierungsmittel bil- 
det sich in der Stromungskammer ein starkes oder ein schwa- 
ches Magnetfeld aus. Das Abscheidegerat kann aus einem ersten 
und einem zweiten derart aufgebauten Abscheider bestehen. Da- 
durch kann ein Probendurchsatz erhoht werden. Weiterhin kann 
eine Fraktionierung einer Probe durch unterschiedlich einge- 
stellte Abscheider erreicht werden. 
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Aus der US 2003/0095897 Al ist ein Verfahren bekannt, bei dem 
eine Flussigkeit mit darin dispergierten magnet ischen Parti- 
keln durch ein magnetisches Feld geleitet wird, wobei die ma- 
gnetischen Partikel festgehalten werden. Das Magnetfeld ist 
konstant. Das Losen der magnetisch f estgehaltenen Partikel 
erfolgt durch einen gepulsten Fliissigkeitsstrom. 

Bei alien bekannten Verfahren besteht ein Nachteil darin, 
dass die Stromung einer Flussigkeit, die an den magnetisch 
bereits f estgehaltenen Partikeln vorbei stromt, ein Suspen- 
dieren dieser Partikel bewirken kann. Dadurch konnen die be- 
reits magnetisch f estgehaltenen Partikel mit der Flussigkeit 
mitgeschwemmt werden. Damit sind die oben genannten Nachteile 
verbunden . 



Aufgaba der vorliegenden Erfindung ist es, insbesondere diese 
Nachteile nach dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soli* 
ein Verfahren und eine Vorrichtung bereitgestellt werden, die 
es erlauben, paramagnetische Mikropartikel in einem fluidi- 
20 schen System m6glichst cjuantitativ magnetisch festzuhalten 

und gegebenenfalls wieder f reizusetzen. Das Verfahren und die 
Vorrichtung sollen einfach und preiswert realisierbar sein. 

Erf indungsgemafi wird die Aufgabe durch die Merkmale der An- 
25 spruche 1 und 12 geldst. Zweckmafiige Ausgestaltungen ergeben 
sich aus den Merkmalen der Anspriiche 2 bis 11 und 13 bis 30. 

Erf indungsgemafi ist ein Verfahren zur verbesserten Reinigung 
einer ersten Substanz, welche an paramagnetische Mikroparti- 
30 kel gebunden ist, wobei die Mikropartikel in einer ersten 

Flussigkeit suspendiert sind, mit folgenden Schritten vorge- 
sehen: 



35 



a) die Mikropartikel werden in einem ersten Behalter einem 
ersten Magnetfeld ausgesetzt, um sie dadurch festzuhalten und 
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daran zu hindern, mit einem Strom der ersten Flussigkeit mit- 
geschwemmt zu werden und 

b) zumindest ein Teil der ersten Flussigkeit wird nach 
Schritt lit. a in einer ersten Richtung durch eine erste Lei- 
tung durch einen Abschnitt der ersten Leitung- hindurch gelei- 
tet und in dem Abschnitt mindestens einem zweiten oder erneut 
dem ersten Magnetfeld ausgesetzt, urn dennoch mitgeschwemmte 
Mikropartikel dadurch f estzuhalten, wobei in dem Abschnitt 
die Querschnittflache der ersten Leitung vergroSert ist, 

wobei das zweite oder erste Magnetfeld innerhalb des Ab- 
schnitts eine groSere durchschnittliche Feldstarke aufweist 
als das erste Magnetfeld innerhalb des ersten Behaiters. 



Bei der Substanz kann es sich urn Zellen, Molekiile oder Aggre- 
gate handeln. Bei dem Teil der ersten Flussigkeit gemaS 
Schritt lit. b handelt es sich bevorzugt urn einen uberwiegen- 
den Teil der ersten Flussigkeit oder urn die gesamte erste 
20 Flussigkeit. Wenn die Mikropartikel beim Schritt lit. a dem 
ersten Magnetfeld ausgesetzt werden, wird dabei ein uberwie- 
gender Teil der in der ersten Flussigkeit suspendierten Mi- 
kropartikel im ersten Magnetfeld zuruckgehalten. Das Magnet- 
feld kann mittels eines Elektromagneten oder eines Permanent- 
25 magneten bereitgestellt werden. Das Festhalten gemaS Schritt 
lit. a kann in einem Teil eines Behalters erfolgen, in wel- 
chem die Mikropartikel in der Flussigkeit suspendiert sind. 
Der Magnet ist dabei bevorzugt so angeordnet, dass die magne- 
tisch festgehaltenen Mikropartikel sich nicht an einer Posi- 
30 tion ablagern, in welcher sie den Fluss der Flussigkeit durch 
die erste Leitung behindern konnen. Der erste Behalter kann 
auch eine zum magnet ischen Festhalten der Mikropartikel vor- 
gesehene Kammer mit einer Zu- und einer Ableitung fur die er- 
ste Flussigkeit sein. 

35 
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Beim erf indungsgemafcen Verfahren wird beim Schritt lit, b 
durch die vergrofeerte Querschnittf lache der ersten Leitung in 
dem Abschnitt die Stromungsgeschwindigkeit des Stroms der er- 
sten Flussigkeit reduziert. Dadurch wird das Festhalten der 
5 Mikropartikel im Abschnitt durch das erste oder zweite Ma- 
gnetfeld erleichtert. Der Abschnitt der Leitung xnit der ver- 
grofierten Querschnittf lache kann in Form einer Kainmer vorlie- 
gen. Das zweite oder erste Magnetfeld innerhalb des Ab- 
schnitts kann dadurch eine grofiere durchschnittliche Feld- 

fcO starke aufweisen als das erste Magnetfeld innerhalb des er- 

W sten Behalters, dass der Abschnitt ein relativ geringes Volu- 
men aufweist und sich dieses Volumen insgesamt dicht an einem 
das erste oder zweite Magnetfeld bewirkenden Magneten befin- 
det. Somit kann die durchschnittliche Feldstarke im Abschnitt 

15 selbst dann grofier sein als die durchschnittliche Feldstarke 
im ersten Behcllter, wenn das zweite Magnetfeld insgesamt 
nicht starker ist als das erste Magnetfeld oder das erste Ma- 
gnetfeld sowohl im Behalter als auch im Abschnitt wirkt. 
Durch das Verfahren konnen aus dem ersten Behalter wegge- 

20 schwemmte Mikropartikel im Abschnitt nahezu quantitativ fest- 
gehalten werden. 




Die Reinigung gemaE dem erf indungsgemafien Verfahren kann zur 
Probenaufbereitung fur die Durchfuhrung einer PCR oder ein 



25 Detekt ions verfahren erfolgen. Sie kann auch dazu dienen, die 
erste Substanz fur eine sonstige, beispielsweise medizini- 
sche, Anwendung zu reinigen. Bei den Anwendungen konnen die 
paramagnetischen Mikropaxtikel eine unerwiinschte Verunreini- 
gung darstellen. 

. 30 

Die im Abschnitt f estgehaltenen Mikropartikel werden vorzugs- 
weise zu den im Schritt lit. a f estgehaltenen Mikropartikeln 
zuriickgef tihrt • Dazu kann nach dem Schritt lit. b eine zweite 
und/oder dritte Flussigkeit in einer zweiten Richtung in den 
35 Abschnitt und in einer der ersten Richtung entgegengesetzten 
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Richtung durch die erste Leitung geleitet werden, wobei ein 
Einwirken des ersten und des gegebenenf alls vorhandenen zwei- 
ten Magnetfelds auf die Mikropartikel aufgehoben wird, so 
dass die im Abschnitt f estgehaltenen Mikropartikel suspen- 
5 diert und zumindest teilweise zu den beim Schritt lit. a 
f estgehaltenen Mikropartikeln zuruckgeschwemmfe werden. Da- 
durch kann der Verlust an paramagnetischen Mikropartikeln bei 
der Durchfuhrung von Waschschritten deutlich verringert und 
die Ausbeute an der zu reinigenden ersten Substanz deutlich 
^^^^ erhoht werden. 

Die zweite Richtung, mit der die zweite und/oder dritte Fliis- 
sigkeit in den Abschnitt geleitet wird, kann beispielsweise 
senkrecht zur ersten Richtung sein, so dass die zweite und/ 

15 oder dritte Flussigkeit direkt auf die zuruckgehaltenen Mi- 
kropartikel stromt und diese suspendiert. Das Abfliefien der 
zweiten und/oder dritten Fliissigkeit durch die erste Leitung 
erfolgt in einer der ersten Richtung entgegengesetzten Rich- 
tung. Auch die zweite Richtung kann eine der ersten Richtung 

20 entgegengesetzte Richtung sein. Das vereinfacht den Aufbau 

der Vorrichtung, die ansonsten fur das Einstr5men der zweiten 

_ und/oder dritten Flussigkeit in den Abschnitt beispielsweise 
eine weitere Leitung aufweisen musste. 

25 Die zweite Flussigkeit ist im Allgemeinen eine Waschlosung. 

Diese kann eine identische Zusamjnensetzung aufweisen, wie die 
erste Flussigkeit. Die zweite Flussigkeit wird vorzugsweise 
so gewahlt, dass die erste Substanz darin an die Mikroparti- 
kel gebunden bleibt und weitere Substanzen oder sonstige Ver- 

30 unreinigungen sich von den Mikropartikeln oder der ersten 

Substanz losen. Das Losen kann z. B. dadurch erreicht werden, 
dass die zweite Flussigkeit ein Detergenz enthSlt. Die dritte 
Flussigkeit kann so gewahlt werden, dass sich die erste Sub- 
stanz darin von den Mikropartikeln lost. Es handelt sich da- 

35 bei im Allgemeinen urn eine Elutionsldsung. 



Der Abschnitt ist vorzugsweise so geformt, dass beim StrSmen 
der zweiten und/oder dritten Flussigkeit in der zweiten Rich- 
tung im Abschnitt Verwirbelungen entstehen, so dass dort ab- 
gelagerte Mikropartikel suspendiert werden. Das kann z.B. 
durch einen entsprechend im Abschnitt angeordneten Vor sprung 
oder eine sonstige Einrichtung zum Leiten eines Fliissigkeits- 
stroms erfolgen. Besonders bevorzugt ist es, wenn eine zweite 
Leitung in dem Abschnitt eine Offnung aufweist, tiber welche 
die zweite und/oder dritte Flussigkeit so in den Abschnitt 
geleitet wird, dass im Abschnitt Verwirbelungen entstehen und 
dort abgelagerte Mikropartikel suspendiert werden. 

Die Schritte lit. a und lit. b konnen mit der zweiten 
15 und/oder dritten Flussigkeit anstatt der ersten Flussigkeit 
wiederholt werden. Auch dabei werden die Mikropartikel weit 
gehend aus der zweiten und/oder dritten Flussigkeit entfernt. 
Ist die dritte Flussigkeit eine Elutionsf lussigkeit, kann 
diese nach Schritt lit. b direkt fur ein Nachweisverfahren, 
wie eine PCR, eingesetzt werden. Das Nachweisverfahren wird 
durch die Mikropartikel nicht oder kaum beeintrachtigt, da 
diese, zumindest nahezu, quantitativ zuriickgehalten werden. 
Ein Entfernen noch in der dritten Flussigkeit enthaltener Mi- 
kropartikel, beispielsweise mittels eines Filters, ist nicht 
25 erforderlich. Das vereinfacht die Automat is ierung des Verfah- 
rens, da beim Filtrieren stets die Gefahr des Zusetzens des 
Filters bestehen wiirde und der zugesetzte Filter dann xibli- 
cherweise manuell ausgetauscht werden musste. 

30 Das erste Magnet f eld kann in einem Bereich innerhalb des er- 
sten Behalters wirken. Die Mikropartikel kSnnen dem ersten 
und/oder zweiten Magnetfeld ausgesetzt werden, indem ein Per- 
manentmagnet oder zwei Permanentmagnete an den Bereich und 
den Abschnitt heran gefiihrt werden. Mit einem einzigen Magne- 

35 ten kann ein Magnetfeld erzeugt werden, bei welchem bei- 



20 
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spielsweise im Bereich vor allem der eine Pol des Magneten 
und im Abschnitt vor allem der andere Pol des Magneten ein 
starkes Magnetfeld verursacht. 

Die Mikropartikel weisen bevorzugt einen mittleren Durchmes- 
ser von 50 nm bis 50 fxm, vorzugsweise von 500" nm bis 50 fim, 
auf . Solche Mikropartikel haben sich als besonders gunstig 
fur die Reinigung von Substanzen erwiesen. Die Mikropartikel 
konnen eine Beschichtung aus Glas, Silikat, Silan, einem Io- 
nenaustauscher, einem Rezeptor, einem Liganden, einem Anti- 
gen, einem Antikorper oder einer Nukleinsaure auf weisen. 

Weiterhin betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur Durch- 
fuhrung eines erf indungsgemaSen Verfahrens. Die Vorrichtung 
15 enthalt: 

- einen ersten Behalter zur Bereitstellung oder Aufnahme ei- 
ner ersten Fliissigkeit und von paramagnetischen Mikroparti- 
keln, 



20 



- eine in den ersten Behalter miindende erste Leitung und 



- einen Abschnitt der ersten Leitung, welcher gegeniiber der 
sonstigen Querschnittf lache der ersten Leitung eine vergro- 

25 Serte Querschnittf lache aufweist, 

- einen ersten Magneten oder eine erste Aussparung zur Auf- 
nahme eines ersten Magneten zur Erzeugung eines ersten Ma- 
gnetfelds in einem Bereich des ersten Behalters und im Ab- 

30 schnitt oder 

- einen ersten Magneten oder eine erste Aussparung zur Auf- 
nahme eines ersten Magneten zur Erzeugung eines ersten Ma- 
gnetfelds in einem Bereich des ersten Behalters und einen 

35 zweiten Magneten oder eine zweite Aussparung zur Aufnahme ei- 
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nes zweiten Magneten zur Erzeugung eines zweiten Magnetfelds 
im Abschnitt, 

- wobei der Bereich, der Abschnitt und die erste Aussparung 
Oder der erste Magnet und sofern vorhanden die zweite Ausspa- 
rung oder der zweite Magnet so angeordnet und/oder geformt 
sind, dass das vom ersten oder zweiten Magneten erzeugte oder 
erzeugbare erste oder zweite Magnet f eld innerhalb des Ab- 
schnitts eine grSSere durchschnittliche Feldstarke aufweist 
als das vom ersten Magneten erzeugte oder erzeugbare erste 
Magnet f eld innerhalb des ersten Behalters, auch wenn das 
zweite Magnetfeld insgesamt nicht starker ist als das erste 
Magnet f eld. 

Der Bereich des ersten Behalters ist ein Gebiet innerhalb des 
ersten Behalters und bevorzugt in der Nahe der Mundung der 
ersten Leitung im ersten Behalter. Der Bereich ist vorzugs- 
weise so angeordnet, dass darin magnetisch f estgehaltene pa- 
ramagnetische Mikropartikel einen Fliissigkeitsf luss durch die 
erste Leitung nicht behindern. 

Der Magnet kann fest mit der Vorrichtung' verbunden und bei- 
spielsweise als bei Bedarf aktivierbarer Elektromagnet ausge- 
bildet sein. 



Besonders bevorzugt sind der Bereich, der Abschnitt und die 
erste Aussparung oder der erste Magnet so angeordnet, dass 
ein vom ersten Magneten erzeugtes oder erzeugbares Magnetfeld 
sowohl im Bereich als auch im Abschnitt wirken kann oder 
wirkt. Das kann beispielsweise dadurch gewahrleistet werden, 
dass der Bereich und der Abschnitt sich auf gegeniiberliegen- 
den Seiten der ersten Aussparung befinden, in die der Magnet 
eingefiihrt werden kann, so dass ein Pol des Magneten auf den 
Bereich und der andere Pol des Magneten auf den Abschnitt 
wirken kann. 
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Bevorzugt ist der Magnet ein Permanentmagnet . Zur Einwirkung 
auf die Mikropartikel kann er an den Abschnitt oder den Be- 
reich herangefiihrt werden. Das ist bei einer automatisierten 
5 Probenaufbereitung einfach zu gewahrleisten. Die Vorrichtung 
selbst muss dann keinen Magneten aufweisen. 

Der Abschnitt kann als eine Aussparung in der ersten Leitung 
ausgebildet sein. Die . Aussparung kann dabei breit und flach 

t0 ausgebildet sein. Dadurch kann eine hohe magnetische Feld- 
| starke im Bereich der Aussparung bereitgestellt werden. Wei- 
terhin kann dadurch die Stromungsgeschwindigkeit verlangsamt 
werden. Die Aussparung ist vorzugsweise so bemessen, dass 
sich die Mikropartikel darin ablagern konnen, ohne dadurch 
15 die Querschnittf lache der ersten Leitung im Bereich der Aus- 
sparung gegenuber der sonstigen Querschnittf lache der ersten 
Leitung zu verkleinern. Ein solches Verkleinern der Quer- 
schnittf lache wiirde eine Verengung in der ersten Leitung und 
dadurch eine Erhohung der Stromungsgeschwindigkeit bewirken. 
20 Das konnte dazu fuhren, dass abgelagerte Mikropartikel mitge- 
schwemmt werden. 

Der Abschnitt ist vorzugsweise so geformt, dass beim Stromen 
einer Flussigkeit in eine erste Richtung im Abschnitt eine 
laminare StrSmung und beim Stromen der Flussigkeit in eine 
zweite, insbesondere der ersten Richtung entgegengesetzte, 
Richtung eine verwirbelte Stromung entsteheri kann. Dadurch 
konnen die im Abschnitt abgelagerten Mikropartikel besonders 
effizient suspendiert und zu den im Bereich abgelagerten Mi- 
kropartikeln zuriickgefuhrt werden. 

Vorzugsweise zweigt von der ersten Leitung mindestens eine 
zweite Leitung ab. Beispielsweise kann sich die erste Leitung 
dazu in zwei Leitungen aufgabeln. Die Abzweigung bzw. Gabe- 
3 5 lung kann sich im Abschnitt oder in Stromungsrichtung einer 
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vom ersten Behalter durch die erste Leitung stromenden Fltis- 
sigkeit nach dem Abschnitt befinden. Eine Offnung der zweiten 
Leitung kann im Abschnitt miinden, wobei die Offnung so ange- 
ordnet ist, dass durch die Offnung in den Abschnitt stromende 
Fliissigkeit im Abschnitt Verwirbelungen verursachen kann und 
dadurch dort abgelagerte Mikropartikel suspendiert werden 
konnen . 

Als besonders giinstig hat es sich erwiesen, wenn die erste 
Leitung einen Durchmesser von 50 iim bis 2 mm, bevorzugt von 
100 ixm bis 500 /zm, aufweist. Vorteilhaf terweise weist der Ab- 
schnitt eine Querschnittf lache auf , die hochstens dreimal, 
vorzugsweise hochstens zweimal, so groE ist, wie die Quer- 
schnittf lache der ersten Leitung. Das ermoglicht eine ausrei- 
chende Verringerung der Stromungsgeschwindigkeit, um eine Ab- 
lagerung der Mikropartikel im ersten oder zweiten Magnetfeld 
zu ermoglichen. Vorzugsweise weist der Abschnitt eine Quer- 
schnittf lache von hochstens 2 mm 2 , vorzugsweise 1 mm 2 , auf. 

In der erf indungsgemaSen Vorrichtung kann ein zweiter Behal- 
ter zur Bereitstellung einer zweiten Fliissigkeit, ein dritter 
Behalter zur Bereitstellung einer dritten Fliissigkeit und/ 
oder ein vierter Behalter zur Aufnahme der ersten und ggf . 
zweiten und/oder dritten Fliissigkeit vorgesehen sein. Dadurch 
ist es moglich, die Vorrichtung als geschlossenes System be- 
reitzustellen und die erste, zweite und/oder dritte Fliissig- 
keit nur innerhalb der Vorrichtung zu bewegen, ohne dass in 
der Vorrichtung enthaltene Fliissigkeit nach aufien dringen 
kann. Das ist insbesondere dann vorteilhaf t, wenn mittels der 
Vorrichtung ein infektioses oder sonst zumindest-potenziell 
gefahrliches Material, wie beispielsweise Blut, zur Reinigung 
der Substanzen bearbeitet werden soli. Die zweite Leitung 
kann in den zweiten Behalter miinden. Gegebenenf alls vorhande- 
ne weitere Leitungen konnen in den dritten oder vierten Be- 
halter miinden. 



432916 -november-an- 2 . doc 



» » 



12 

Im ersten, zweiten, dritten und/oder vierten Behalter kann 
jeweils ein darin verschiebbarer Kolben vorgesehen sein, mit- 
tels dem die erste, zweite oder dritte Fliissigkeit bewegt 
5 werden kann. Auch diese MaSnahme ermoglicht es, die Vorrich- 
tung als geschlossenes System bereitzustellen-. Zum Bewegen 
der Flussigkeiten in der Vorrichtung ist es darm von auSen 
nur erforderlich, die Kolben zu bewegen* Der erste, zweite, 
dritte und/oder vierte Behalter kann jeweils in Form einer 
austauschbaren, insbesondere f Itissigkeitsgefullten, Patrone 
vorgesehen sein. Dadurch konnen auf einfache Weise verschie- 
dene erste, zweite Oder dritte Flussigkeiten zum Einsatz in 
der Vorrichtung bereitgestellt werden. Daruber hinaus kann 
durch den Einsatz von Patronen vermieden werden, dass die 
15 Flussigkeiten of fen gehandhabt werden imissen. Auch diese MaS- 
nahme ist daher im Hinblick auf die Bereitstellung einer als 
geschlossenes System ausgebildeten Vorrichtung vorteilhaft. 
Statt des ersten, zweiten, dritten oder vierten Behalter s 
kann die Vorrichtung jeweils eine Ausnehmung zur Aufnahme der 
20 Patrone aufweisen. 

Bevorzugt ist der erste, zweite, dritte und/oder vierte Be- 
halter zylinderformig ausgebildet. Das hat sowohl im Hinblick 
auf den Einsatz von Patronen, als auch im Hinblick auf das 
Bewegen der Fliissigkeit mittels Kolben den Vorteil, dass auf 
Grund der Rotationssymmetrie ein fehlerhaft orientiertes Ein- 
setzen der Patrone oder des Kolbens weit gehend ausgeschlos- 
sen werden kann. Der ersten, zweite, dritte oder vierte Be- 
halter weist vorzugsweise ein maximales Volumen von 50 j-tl bis 
50 ml, bevorzugt von 500 ixl bis 5 ml, auf. Enthalt der Behal- 
ter einen Kolben, bezieht sich das maximale Volumen auf das 
Volumen bei ausgefahrenem Kolben. 

Bevorzugt ist die Vorrichtung in ein Gerat zur, insbesondere 
35 automatisierten, Probenprozessierung einsetzbar. Das Gerat 
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iind die Vorrichtung- sind dabei aufeinander abgestimmt. Das 
Gerat kann beispielsweise mindestens eine Einrichtung zur 
Verschiebung des Kolbens bzw. der Kolben in der Vorrichtung 
aufweisen. Die Vorrichtung kann auch so ausgebildet sein, 
5 dass sie f lussigkeitsleitend mit dem Gerat verbunden werden 
kann. Dadurch kann eine Probe, welche eine zu- reinigende Sub- 
stanz enthalt, der Vorrichtung automatisiert von dem Gerat 
zugefuhrt werden. Weiterhin kann die gereinigte Substanz in 
dem Gerat weiterverarbeitet werden. 

WVaw Besonders preiswert kann die Vorrichtung aus einem Kunst- 

stoff , insbesondere Polycarbonat , vorzugsweise mittels eines 
Spritzguss-Verfahrens, hergestellt werden. 

15 Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Zeichnungen naher 
erlautert. Es zeigen: 

eine schematische Darstellung einer erf indungsgema- 
Sen Vorrichtung bei einem ersten Arbeitsschritt , 

eine schematische Darstellung einer erf indungsgema- 
Sen Vorrichtung am Ende eines den Schritten lit. a 
und b des erf indungsgemaSen Verfahrens entsprechen- 
den zweiten Arbeitsschritts, 

eine schematische Darstellung einer erf indungsgema- 
Sen Vorrichtung am Ende eines im Anspruch 2 spezi- 
fizierten dritten Arbeitsschritts des erf indungsge- 
maSen Verfahrens, 

eine Draufsicht auf eine schematische Darstellung 
eines Abschnitts der ersten Leitung, welcher eine 
vergroSerte Querschnittf lache aufweist, 



Fig. 1 

20 

Fig. 2 




25 

Fig. 3 



30 

Fig. 4 
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Fig. 5 einen Querschnitt durch diesen Abschnitt der ersten 
Leitung mit einem Magneten und in dem Abschnitt 
durch das Magnetfeld des Magneten f estgehaltenen 
paramagnetischen Mikropartikeln und 

Fig. 6 eine schematische Darstellung einer- weiteren Ausge- 
staltung der erf indungsgemaSen Vorrichtung zum Ein- 
satz von ersten und zweiten Behaltern in Form von 
Patronen . 

Fig. 1 zeigt eine erf indungsgemaSe in einem Substrat 42 ge- 
bildete Vorrichtung mit einem ersten Behalter 10, einem zwei- 
ten Behalter 12, einer ersten Leitung 14 und einem Abschnitt 
16 mit einer gegeniiber der ersten Leitung 14 vergroSerten 
Querschnittflache. Im ersten Behalter 10 befinden sich para- 
magnetische Mikropartikel 18, welche in einer ersten Flussig- 
keit 20 suspendiert sind. Im ersten 10 und zweiten Behalter 
12 befindet sich jeweils ein verschiebbarer Kolben 22, 24. In 
einer zur ersten Leitung 14 hinfiihrenden Zuleitung 26 befin- 
det sich ein hier in Durchgangsstellung befindliches erstes 
Ventil 28. In einer vom Abschnitt 16 wegfuhrenden weiteren 
Leitung 30 befindet sich ein hier in geschlossener Stellung 
befindliches zweites Ventil 32. Zwischen dem Abschnitt 16 und 
dem zweiten Behalter 12 befindet sich eine zweite Leitung 34. 
Zwischen dem Abschnitt 16 und dem ersten Behalter 10 befindet 
sich eine erste Aussparung 36. Zur Durchfuhrung des Verfah- 
rens wird zunSchst der erste Kolben 22 angehoben. Dabei wird 
Flussigkeit aus der Zuleitung 26 in den ersten Behalter 10 
gesaugt und suspendiert dabei die darin bef indlichen magneti- 
schen Mikropartikel 18 . 

Bei dem in Fig. 2 dargestellten zweiten Arbeitsschritt wird 
zunachst ein Magnet 38 in die Aussparung 36 eingefiihrt. Das 
erste Ventil 2 8 wird geschlossen und das zweite Ventil 32 ge- 
offnet. AnschlieSend wird der Kolben 22 nach unten bewegt und 
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dadurch die erste Fltissigkeit 20 durch die erste Leitung 14, 
den Abschnitt 16 und die weitere Leitung 30 durch das geoff- 
nete zweite Ventil '32 aus dem ersten Behalter 10 herausge- 
driickt. Dabei werden die magnetischen Mikropartikel 18 in ei- 
nem Bereich des Behalters und im Abschnitt 16 durch ein vom 
Magneten 38 erzeugtes erstes Magnet f eld f estgehalten. Das er- 
ste Magnetfeld weist dabei innerhalb des Abschnitts 16 eirie 
grofiere durchschnittliche Feldstarke auf als innerhalb des 
ersten Behalters 10. Das liegt daran, dass der Abschnitt 16 
ein kleineres insgesamt naher am Magneten 38 angeordnetes Vo- 
lumen auf weist, als der Behalter 10, Dadurch ist der durch- 
schnittliche Abstand, den ein Mikropartikel zum Magneten im 
Abschnitt 16 aufweisen kann, geringer als der durchschnittli- 
che Abstand, den ein Mikropartikel im Behalter 10 aufweisen 
kann. 

Bei einem dritten in Fig. 3 dargestellten Arbeitsschritt ist 
der Magnet 38 aus der Aussparung 36 herausgenommen, so dass 
die paramagnetischen Mikropartikel 18 nicht mehr festgehalten 
werden. Das zweite Ventil 32 wird geschlossen. Die im zweiten 
Behalter 12 befindliche zweite Fltissigkeit 40 wird durch Her- 
unterdriicken des Kolbens 24 durch die zweite Leitung 34, den 
Abschnitt 16 und die erste Leitung 14 in den ersten Behalter 
10 gedriickt. Dabei wird der Kolben 22 angehoben. Die parama- 
gnetischen Mikropartikel 18 werden dabei suspendiert. Die im 
Abschnitt 16 f estgehaltenen paramagnetischen Mikropartikel 18 
werden dabei in den Behalter 10 zuruckgeschwemmt . 

Fig. 4 zeigt eine Draufsicht auf den Abschnitt 16 der ersten 
Leitung 14, welcher gegenuber der ersten Leitung 14 eine ver- 
groSerte Querschnittf lache aufweist. 

Fig. 5 zeigt diesen Abschnitt 16 im Querschnitt. Im Abschnitt 
16 befinden sich vom Magnetfeld des Magneten 38 f estgehaltene 
paramagnetische Mikropartikel 18. 
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Fig. 6 zeigt eine schematische Darstellung einer weiteren 
Ausgestaltung der erf indungsgemaSen Vorrichtung. Diese be- 
steht aus einem Substrat 42, in welchem eine erste Aussparung 
36 zur Aufnahme eines Magneten sowie eine dritte 44 und eine 
vierte Aussparung 46 zur Aufnahme jeweils einer den ersten 10 
und zweiten Behalter 12 bildenden ersten und zweiten Patrone 
vorgesehen sind. Die Patronen konnen jeweils einen Kolben 
enthalten. Weiterhin weist die Vorrichtung ein erstes Ventil 
28 und ein zweites Ventil 32, eine erste Leitung 14, einen 
Abschnitt 16, eine zweite Leitung 34 und eine weitere Leitung 
30 auf . Das Substrat 42 kann aus einem, insbesondere mittels 
eines Spritzguss-Verf ahrens verarbeiteten, Kunststoff beste- 
hen. 
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Be zugs z e i chenl i s t e " 



10 erster Behalter 

12 zweiter Behalter 

14 erste Leitung 

16 Abschnitt 

18 paramagnetische Mikropartikel 

2 0 erste Flussigkeit 

22, 24 Kolben 

2 6 Zuleitung 

28 erstes Ventil 

30 weitere Leitung 

32 zweites Ventil 

34 zweite Leitung 

36 erste Aussparung 

38 Magnet 

40 zweite Flussigkeit 

42 Substrat 

44 dritte Aussparung 

46 vierte Aussparung 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur verbesserten Reinigung einer ersten Sub- 
stanz, welche an. paramagnetische Mikropartikel (18) gebunden 
ist, wobei die Mikropartikel (18) in einer ersten Fliissigkeit 
(20) suspendiert sind, mit folgenden Schritten: 

a) die Mikropartikel (18) werden in einem ersten Behalter 
(10) einem ersten Magnetfeld ausgesetzt , . um sie dadurch fest- 
zuhalten und daran zu hindern, mit einem Strom der ersten 
Fliissigkeit (20) mitgeschwemmt zu werden und 

b) zumindest ein Teil der ersten Fliissigkeit (20) wird nach 
Schritt lit. a in einer ersten Richtung durch eine erste Lei- 
tung (14) durch einen Abschnitt (16) der ersten Leitung (14) 
hindurch geleitet und in dem Abschnitt (16) mindestens einem 
zweiten oder dem ersten Magnetfeld ausgesetzt, um dennoch 
mitgeschwemmte Mikropartikel (18) dadurch f estzuhalten, wobei 
in dem Abschnitt (16) die Querschnittf lache der ersten Lei- 
tung (14) vergrofiert ist, 

wobei das zweite oder erste Magnetfeld innerhalb^des_Ab- 
schnitts (16) eine grofiere durchschnittliche Feldstarke auf- 
weist als das erste Magnetfeld innerhalb des ersten Behalters 
(10). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei nach dem Schritt lit. b 
eine zweite (40) und/oder dritte Fliissigkeit in einer zweiten 
Richtung in den Abschnitt (16) und in einer der ersten Rich- 
tung entgegengesetzten Richtung durch die erste Leitung (14) 
geleitet wird, wobei ein Einwirken des ersten und des gegebe- 
nenfalls vorhandenen zweiten Magnetfelds auf die Mikroparti- 
kel (18) aufgehoben wird, so dass die im Abschnitt (16) fest- 
gehaltenen Mikropartikel (18) suspendiert und zumindest teil- 
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weise zu den beim Schritt lit. a f estgehaltenen Mikroparti- 
keln (18) zuruckgeschwemmt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die zweite Richtung der 
ersten Richtung entgegengesetzt ist. 

4. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, wobei die 
zweite Flussigkeit (40) so gewahlt wird, dass die erste Sub- 
stanz darin an die Mikropartikel (18) gebunden bleibt und 
weitere Substanzen oder sonstige Verunreinigungen sich von 
den Mikropartikeln (18) oder der ersten Substanz losen. 

5. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, wobei die 
dritte Flussigkeit so gewahlt wird, dass sich die erste Sub- 
stanz darin von den Mikropartikeln (18) lost. 

6. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, wobei der 
Abschnitt (16) so geformt ist, dass beim Stromen der zweiten 
(40) und/oder dritten Flussigkeit in der zweiten Richtung im 
Abschnitt Verwirbelungen entstehen, so dass dort abgelagerte 
Mikropartikel (18) suspendiert werden. 

7. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, wobei ei- 
ne zweite Leitung (34) in dem Abschnitt (16) eine Offnung 
aufweist, liber welche die zweite (40) und/oder dritte Flus- 
sigkeit so in den Abschnitt (16) geleitet wird, dass im Ab- 
schnitt (16) Verwirbelungen entstehen und dort abgelagerte 
Mikropartikel (18) suspendiert werden. 

8. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, wobei die 
Schritte lit. a und b mit der zweiten (40) und/oder dritten 
Flussigkeit anstatt der ersten Flussigkeit (20) wiederholt 
werden . 
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9. Verfahren nach- einem der vorherigen Anspruche, wobei das 
erste Magnetfeld in einem Bereich innerhalb des ersten Behal- 
ters (10) wirkt und die Mikropartikel (18) dem ersten 
und/oder zweiten Magnetfeld ausgesetzt werden, indem ein Per- 
manentmagnet (38) oder zwei Permanentmagnete (38) an den Be- 
reich und den Abschnitt (16) heran gefiihrt werden. 

10. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, wobei die 
Mikropartikel (18) einen mittleren Durchmesser von 50 nm bis 
50 iim, vorzugsweise von 500 nm bis 50 fim, aufweisen. 

11. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, wobei die 
Mikropartikel (18) eine Beschichtung aus Glas, Silikat, Si- 
lan, einem Ionenaustauscher , einem Rezeptor, einem Liganden, 
einem Antigen, einem Antikorper oder einer Nukleinsaure auf- 
weisen. 

12 . Vorrichtung zur Durchfuhrung eines Verf ahrens nach einem 
der Anspriiche 1 bis 11, enthaltend: 

- einen ersten Behalter (10) zur Bereitstellung oder Aufnah- 
me einer ersten Flussigkeit (20) und von paramagnetischen Mi- 
kropartikeln (18) , 

- eine in den ersten Behalter (10) mundende erste Leitung 
(14) und 

- einen Abschnitt (16) der ersten Leitung (14) , welcher ge- 
geniiber der sonstigen Querschnittf lache der ersten Leitung 
(14) eine vergrofierte Querschnittf lache aufweist, 

- einen ersten Magneten (38) oder eine erste Aussparung (36) 
zur Aufnahme eines ersten Magneten (38) zur Erzeugung eines 
ersten Magnetfelds in einem Bereich des ersten Behalters (10) 
und im Abschnitt (16) oder 
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- einen ersten Magneten (38) oder eine erste Aussparung (36) 
zur Aufnahme eines ersten Magneten (38) zur Erzeugung eines 
ersten Magnetfelds in einem Bereich des ersten Behalters (10) 
und einen zweiten Magneten oder eine zweite Aussparung zur 
Aufnahme eines zweiten Magneten zur Erzeugung. eines zweiten 
Magnetfelds im Abschnitt (16) , 

- wobei der Bereich, der Abschnitt (16) und die erste Aus- 
sparung (36) oder der erste Magnet (3 8) und sofern vorhanden 
die zweite Aussparung oder der zweite Magnet so angeordnet 
und/oder geformt sind, dass das vom ersten oder zweiten Ma- 
gneten erzeugte oder erzeugbare erste oder zweite Magnetfeld 
innerhalb des Abschnitts (16) eine groSere durchschnittliche 
Feldstarke aufweist als das vom ersten Magneten erzeugte oder 
erzeugbare erste Magnetfeld innerhalb des ersten Behalters 
(10). 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, wobei ein vom ersten Magne- 
ten (38) erzeugtes oder erzeugbares Magnetfeld sowohl im Be- 
reich als auch im Abschnitt (16) wirken kann oder wirkt. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 12 oder 13, wobei der Magnet 
(38) ein Permanentmagnet ist. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 14 , wobei der 
Abschnitt (16) als eine Aussparung in der ersten Leitung (14) 
ausgebildet ist. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 15, wobei der 
Abschnitt (16) so geformt ist, dass beim Stromen einer Flus- 
sigkeit in eine erste Richtung im Abschnitt (16) eine lamina- 
re Stromung und beim Stromen der Flussigkeit in eine zweite, 
insbesondere der ersten Richtung entgegengesetzte, Richtung 
eine verwirbelte Stromung entstehen kann. 
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17. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 16, wobei von 
der ersten Leitung (14) mindestens eine zweite Leitungen (34) 
abzweigt . 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 17, wobei ei- 
ne Offnung der zweiten Leitung (34) im Abschnitt (16) miindet, 
wobei die Offnung so angeordnet ist, dass durch die Offnung 
in den Abschnitt (16) stromende Fliissigkeit im Abschnitt (16) 
Verwirbelungen verursachen kann und dadurch dort abgelagerte 
Mikropartikel (18) suspendiert werden konnen. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 18 , wobei die 
erste Leitung (14) einen Durchmesser von 50 /im bis 2 mm, be- 
vorzugt von 100 fxm bis 500 ixm, aufweist. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 19, wobei der 
Abschnitt (16) eine Querschnittf lache aufweist, die hochstens 
dreimal, vorzugsweise hochstens zweimal, so grofi ist wie die 
Querschnittf lache der ersten Leitung (14) . 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 20, wobei der 
Abschnitt (16) eine Querschnittf lache von hochstens 2 mm 2 , 
vorzugsweise hochstens 1 mm 2 , aufweist. 

22. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 21, wobei 
darin ein zweiter Behalter (12) zur Bereitstellung einer 
zweiten Fliissigkeit (40) , ein dritter Behalter zur Bereit- 
stellung einer dritten Fliissigkeit und/oder ein vierter Be- 
halter zur Aufnahme der ersten (20) und ggf . zweiten (40) 
und/oder dritten Fliissigkeit vorgesehen ist. 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 22, wobei die 
zweite Leitung (34) in den zweiten Behalter (12) miindet und 
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ggf . vorhandene weitere Leitungen (30) in den dritten oder 
vierten Behalter miinden. 

24. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 23, wobei im 
ersten (10), zweiten (12), dritten und/oder vierten Behalter 
jeweils ein darin vers.chiebbarer Kolben (22, 34) vorgesehen 
ist, mittels dem die erste (20) , zweite (40) oder dritte 
Flussigkeit bewegt werden kann. 

25. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 12 bis 24, wobei der 
erste (10), zweite (12), dritte und/oder vierte Behalter je- 
weils in Form einer austauschbaren Patrone (48, 50) vorgese- 
hen ist. 

26. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 12 bis 25, wobei der 
erste (10), zweite (12), dritte und/oder vierte Behalter zy- 
linderformig ausgebildet ist. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 26, wobei der 
erste (10), zweite (12), dritte oder vierte Behalter ein ma- 
ximales Volumen von 50 jul bis 50 ml, bevorzugt von 500 Ml bis 
5 ml, aufweist. 

28. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 27, wobei die 
Vorrichtung in ein GerSt zur, insbesondere automatisierten, 
Probenprozessierung einsetzbar ist. 

29. Vorrichtung nach Anspruch 28, wobei das Gerat mindestens 
eine Einrichtung zur Verschiebung des Kolbens (22, 24) auf- 
weist . 

30. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 29, wobei die 
Vorrichtung aus einem Kunststoff , insbesondere Polycarbonat , 
vorzugsweise mittels eines Spritzguss-Verf ahrens , hergestellt 
ist . 



43 2 9 1 6 -november-an- 2 . doc 




Fig. 2 




Fig. 3 



Fig. 4 




Fig. 5 




24 

Zusammenf as sung 

Die Erfindung betrif ft ein Verfahren zur verbesserten Reini- 
gung einer ersten Substanz, welche an paramagnetische Mikro- 
partikel 18 gebunden ist, wobei die Mikropartikel 18 in einer 
ersten Flussigkeit 20 suspendiert sind, mit folgenden Schrit- 
ten: 

a) die Mikropartikel 18 werden in einem ersten Behalter 10 
einem ersten Magnetfeld ausgesetzt, um sie dadurch festzuhal- 
ten und daran zu hindera, mit einem Strom der ersten Flussig- 
keit 20 mitgeschwemmt zu werden und 



b) zumindest ein Teil der ersten Flussigkeit 20 wird nach 
15 Schritt lit. a in einer ersten Richtung durch eine erste Lei- 
tung 14 zu einem Abschnitt 16 der ersten Leitung 14 geleitet 
und dort mindestens einem zweiten oder erneut dem ersten Ma- 
gnetfeld ausgesetzt, urn dennocti mitgeschwemmte Mikropartikel 
18 dadurch f estzuhalten, wobei in dem Abschnitt 16 die Quer- 
20 schnittf lache der ersten Leitung 14 vergroSert ist, 

wobei das zweite oder erste Magnetfeld innerhalb des Ab~ 
schnitts 16 eine grofiere durchschnittliche Feldstarke auf- 
weist als das erste Magnetfeld innerhalb des ersten Behalters 
25 10. 

Fig. 2 
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